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UTILISATION DE FIBRES VEGETALES DE GRANULOMETRIE TRES 
FINE POUR LA PREPARATION D'UNE COMPOSITION AL1MENTAIRE 
DESTINEE A DIMINUER LA BIODISPONIBILITE DES MYCOTOXINES 

5 La presente Invention est relative a 1'utilisation de fibres vegetales de 

granulomStrie tres fine pour la preparation d'une composition alimentaire destinSe a 
diminuer la biodisponibilite des mycotoxines. 

L'importance de 1'innocuite des aliments pour la securite alimentaire 
a 6te largement reconnue, en particulier par les divers gouvernements qui ont participe 

10 en 1992 a la Conference Internationale sur la Nutrition {"International Conference on 
Nutrition") qui s'est deroulee a Rome (Italie) et en 1996 au Sommet Mondial sur 
l'Alimentation (" World Food Summit") de Rome (Italie). 

La quality et la securite des aliments peuvent etre menacees par un 
grand nombre de facteurs, y compris par la presence de toxines naturelles. En effet, 

15 parmi la longue liste de toxines pouvant naturellement se retrouver dans les produits 
d'alimentation courante, les mycotoxines representent une categorie tres importante 
qui figure parmi les plus etudi£es dans la mesure oil leur ubiquite et leurs effets 
nefastes sur la sante humaine et animale provoquent une inquietude generate (FAO, 
1999, "Preventing Mycotoxin contamination"^ Publication n°23, Rome, Italie, p 55). 

20 Les produits agricoles sont les cibles potentielles de ravageurs et de 

maladies, lis portent une flore microbienne variable et nombreuse comprenant 
principalement des bacteries, des levures et des champignons filamenteux. Leur 
presence peut notamment provoquer une deterioration de la qualite des produits 
agricoles, allant parfois jusqu'a leur destruction pure et simple. Parmi ces 

25 microorganismes, certains champignons filamenteux sont responsables de la 
production des mycotoxines, qui s'observe au cours de la croissance des produits 
agricoles dans les champs ou bien au cours de leur stockage dans des conditions 
propices d'humidite et de temperature. Les principaux genres de champignons {fungi) 
producteurs de mycotoxines sont Penicillium, Fusarium, Aspergillus et Alternaria . 

30 Les mycotoxines sont des metabolites secondaires de composition 

chimique tres variable, mais en g6n£ral de faible poids moleculaire. Leurs effets 
nefastes sur la sant£ humaine, qu'ils soient aigus ou chroniques, sont aussi tres varies. 
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Leurs cibles sont principalement les reins, ]e foie, le tractus gastro-intestinal et les 
systemes nerveux et imrnunitaires. A ce jour, environ cinq cents mycotoxines ont ete 
decouvertes et leur nombre ne cesse d'augmenter au fur et a mesure que la recherche 
avance. Toutefois, seule une vingtaine sont bien identifiees comme une menace r£elle 
5 pour la security aJimentaire. Parmi les differentes families de mycotoxines rencontrees 
dans les produits alimentaires, on peut notamment citer les Aflatoxines (AFLA), les 
toxines de l'ergot, les Fumonisines (FB), 1'Ochratoxine A (OTA), la Patuline (PAT), la 
Sterigmatocystine, la Zearalenone (ZEA) et les Trichot^cenes dont le Deoxynivalenol 
(DON), En fonction de leur nature, ces mycotoxines peuvent avoir des effets nefastes 

10 et divers sur la sante humaine ou animale ; elles peuvent notamment etre hepato et 
immunotoxiques, carcinogenes, teratogenes, neurotoxiques, n£phrotoxiques, ou bien 
encore entrainer des troubles digestifs ou des hemorragies. 

Les principales denies alimentaires susceptibles d'etre contaminees 
par les mycotoxines sont les cereales, les noix, les fruits sees, le cafe, le cacao, les 

15 epices, les graines oleagineuses, les pois et les feves, ainsi que les fruits. Leurs 
produits derives peuvent done etre contamines, suivant la stabilite de la toxine au 
cours du processus de transformation. 11 en resulte que ces mycotoxines, et notamment 
l'OTA, peuvent etre transmises a de nombreux produits de consommation animale ou 
humaine tels que les farines animales, le vin, la biere, le pain et les produits derives du 

20 cafe et du cacao (Abarca ML. et a!., J. Food Prot., 2001, 64(6), 903-906 ; Walker R., 
Adv. Exp. Med. Biol., 2002, 504, 249-255). II existe Sgalement un risque non 
negligeable de contamination secondaire via certaines denizes d'origine animale 
comme la viande et les abats d'animaux monogastriques (Pittet A., Rev. Med. Vet., 
1998, 149,479-492). 

25 Les mycotoxines sont des composes tres stables et resistants a la 

majorite des processus de transformation des produits agro-alimentaires. Par 
consequent, et compte tenu de leurs effets nefastes sur la sant£, il est de la plus grande 
importance de pouvoir disposer de moyens efficaces permettant : 

- soit de prevenir la contamination des produits alimentaires, 
30 • - soit de les decontaminer avant et/ou apres leur transformation. 

La premiere approche n'est pas toujours realisable compte tenu des 
conditions de culture ou de stockage des matieres premieres. 

X • 



WO 2005/067736 PCT/FR2005/000020 

3 

La deuxieme approche doit done etre mise en oeuvre au niveau 
Industrie] et divers procedes physico-chimiques ou biologiques ont deja ete proposes 
dans ce sens. Ces procedes de decontamination peuvent etre classes en trois grandes 
categories : 

5 1) la premiere categorie consiste a d^grader les toxines en des 

produits moins toxiques ou non toxiques afin que leur ingestion soit moins 
prejudiciable a Torganisme ; 

2) la deuxieme categorie consiste a soumettre 1'aliment a une etape 
de microfiltration. A titre d'exemple, on peut notamment citer le brevet americain 

10 n° 5,248,382 qui d£crit une methode pour reduire le taux de mycotoxines dans les jus 
de fruits, et en particulier le taux de patuline, au moyen d'une filtration sur une resine 
microporeuse capable de retenir la patuline par chemisorption et dans Iaquelle le 
diametre des pores est infiSrieur a 20 Angstrom. Bien qu'efficace, cette methode 
presente 1'mconvenient de mettre en oeuvre un materiel specifique et couteux et de 

1 5 n'etre applicable qu'a des produits alimentaires se presentant sous une forme liquide ; 

3) la troisieme categorie consiste a utiliser des adsorbants afin de 
retenir, au moins en partie, les mycotoxines. Ces adsorbants sont soit ajoutes au cours 
de la fabrication des produits alimentaires puis elimines de ceux-ci avant 
consommation (generalement par filtration) afin de reduire la teneur en mycotoxines 

20 dans 1'aliment final ; soit ajoutes aux aliments consommes pour diminuer la 

biodisponibilite des mycotoxines lors de la digestion. 

Dans les nombreux documents de Tart anterieur decrivant des 

procedes appartenant a cette troisieme categorie, les mycotoxines sont dliminees par 

Taction d'adsorbants non biologiques, generalement inorganiques. 
25 Parmi de tels adsorbants inorganiques, il a notamment deja ete 

propose d'utiliser : 

- les aluminosilicates sodiocalciques hydrates (HSCAS) qui sont 

capables d'adsorber des aflatoxines presentes dans un milieu. Cependant leur effet est 

moindre vis-a-vis de 1'OTA (Huwig A. et al, Tox. Letters, 2001, 122, 179-1 88) .; 
30 - les phyllosilicates (Diaz D. E. et al, J. Dairy Sci. 7 1999, 82 (suppl. 

1), 838 ; 
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- les charbons actifs pour lesquels des tests in vivo montrent un effet 
preventif vis-a-vis des aflatoxicoses et une augmentation des performances des 
animaux lorsqu'ils sont nourris avec des aliments contamin&s (Galvano et al., J. Food 
Prot., 1997, 60, 985-991) de meme qu'une diminution de la teneur en OTA dans les 

5 tissus, le sang et la bile des animaux suite a Incorporation de l'adsorbant dans les 
regimes (Ramos A. J. et Hernandez E., AnimaJ Feed Science and Technology, 1997, 
62, 263-269 ; Huwig et al, 2001 , pre-cite) : 

- les resines telles que la cholestyramine et la polyvinylpyrrolidone 
qui sont 6galement capables de fixer FOTA (Piva A. et Galvano F., 1999, "Nutritional 

10 approaches to reduce the impact of mycotoxins", Proceedings of Alltech's 15th 
Annual Symposium, T. P. Lyons et K.A. Jacques (eds.), 381-400, Nottingham 
University Press, Nottingham, UK). 

En revanche, les etudes in vivo ne revelent pas une protection 
syst£matique de ces adsorbants vis-a-vis de la toxicite des mycotoxines et en 

15 particulier de J'OTA. En effet, I'tStude r£alis6e par Bauer J. (Monatsh Veterinarmed, 
1994, 49, 175-181) n'a demontre aucune reduction de la concentration sanguine et 
tissulaire de 1'OTA chez des pigeons, lorsque Tingestion d'aliments contamines par 
cette toxine etait associ^e a la prise de bentonite (demande de brevet allemand 
DE 3 810 004), de HSCAS, de cholestyramine ou de parois de levures. Les memes 

20 observations ont et6 faites par Scheideler S. E. (Poultry Science, 1 993, 72, 282-288) et 
Ledoux D. R. et al, 2001 ("In vitro binding mycotoxins by adsorbents does not 
always translate into in vivo efficacy.", In : Mycotoxins and phycotoxins in perspective 
at the turn of the millennium. Proceedings of the Jf h International IUPAC Symposium 
in Mycotoxins and Phycotoxins, edite par W. J. de Koe, R. A. Samson, H. P. Van 

25 Egmond, J. Gilbert et M. Sabino, Wageningen, The Netherlands, 279-287). Plus 
r£cemment, Santin E. et al, (J. Appl. Poultry Res., 2002, 11(1), 22-28) ont demontre 
que Paddition de HSCAS a la dose de 0,25 % n'ameliore guere Timpact negatif de 
FOTA (2 ppm) sur les parametres physiologiques chez des poulets. 

Par ailleurs, les ligands mentionnes ci-dessus peuvent occasionner 

30 des pertes d'elements nutritifs et des modifications de la qualite organoleptique des 
aliments. 
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De plus, il reste que l'eiimination totale des rnycotoxines est 
impossible. Cest pourquoi il semble important de completer le panel des mesures 
preventives et correctives exposees pr£c6demment par l'emploi d'agents inoffensifs 
pour l'organisme et acceptables d r un point de vue organoleptique, qui soient capables 
5 de lier les rnycotoxines pour en reduire la biodisponibilite dans l'organisme apres 
ingestion d'un aliment contamine. 

Les Inventeurs se sont donnas pour but de pourvoir a une methode 
biologique de detoxication de milieux alimentaires permettant de remedier a 
1'ensemble de ces inconvenients, et qui conduit a une diminution de la biodisponibilite 

10 des rnycotoxines apres ingestion de produits alimentaires contamines. 

A cette occasion, les Inventeurs ont mis en evidence, de fa9on 
surprenante, que la capacite d'adsorption de fibres vegetales essentiellement insolubles 
vis-a-vis des rnycotoxines est grandement amelioree lorsque Ton selectionne des fibres 
v6getales se pr^sentant sous la formes de microparticules dont au moins 90 % en poids 

15 ont une taille inferieure ou egale a 700 \xm et peut £tre mise a profit afin de preparer 
une composition alimentaire capable de diminuer de fa?;on significative la 
biodisponibilite des rnycotoxines susceptibles d'etre presentes dans les produits 
alimentaires ingeres. 

La prdsente Invention a done pour objet Tutilisation de fibres 

20 vegetales essentiellement insolubles se presentant sous la formes de microparticules 
dont au moins 90 % en poids presentent une taille inferieure a 700 |um a titre 
d'ingredient dans la preparation d'une composition alimentaire destinee a diminuer la 
biodisponibilite des rnycotoxines chez Thomme ou Tanimal lors de l'ingestion d'un 
aliment susceptible d'etre contamine par lesdites rnycotoxines. 

25 Les Inventeurs ont en effet observe que la capacity d'adsorption in 

vitro de ces fibres vegetales vis-a-vis des rnycotoxines se maintient in vivo et permet 
de diminuer la biodisponibilite et par voie de consequence les effets nefastes des 
rnycotoxines apres ingestion dans l'organisme. Les Inventeurs ont par ailleurs 
constate, lors d'experiences realisees in vitro, que 1'utilisation de fibres vegetales 

30 repondant a ces caracteristiques en terme de granulometrie permettait d'augmenter de 
fa9on significative la capacite d'adsorption des fibres vegetales vis-a-vis des 
rnycotoxines par rapport aux fibres vegetales ayant une taille superieure a 700 jim. 

i 
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Selon 1 'Invention, on entend par "essentiellement insoluble", une 
composition dans laquelle la fraction soluble des fibres (determinee par analyse 
enzymatique) ne depasse pas 55 % de la teneur en fibre total e. Par ailleurs, dans la 
description detaillee qui va suivre et sauf indication contraire de fa<;on explicite, les 
5 termes "fibres vegetales" font reference aux fibres vegetales essentiellement insolubles 
ayant les caracteristiques de granulometrie telles que definies ci-dessus utilisables 
dans le cadre de l'lnvention. 

Selon une forme de realisation avantageuse de la presente Invention, 
les fibres v£g£tales utilisables se presentent de preference sous la forme de 

10 microparticules dont 90 % environ en poids presentent une taille infiSrieure ou egale a 
400 fim environ, et encore plus preferentiellement comprise entre environ 2 \xm et 200 
jam inclusivement ; la granulometrie £tant mesuree par tamisage sur un tamis A 200 
LS Air Jet Sieve commercialise par la societe Alpine (Augsburg, Allemagne), les 
fibres £tant soumises a une depression d'air de 250 a 700 mm de colonne d'eau 

1 5 pendant 6 minutes. 

Lorsque les fibres vegetales ne presentent pas naturellement une 
telle granulometrie, alors elles peuvent notamment etre preparees par micronisation 
selon le procede d£crit par exemple dans la demande de brevet FR 2 433 910 ou selon 
tout autre procede permettant d'obtenir la granulometrie recherchee et telle que definie 

20 ci-dessus. La forme des microparticules n'est pas critique vis-a-vis de leur capacite 
d'adsorption. C'est ainsi que les microparticules de fibres vegetales utilisables selon 
l'lnvention peuvent avoir une forme spherique ou sensiblement spherique ou bien se 
presenter sous la forme de filaments plus ou moins longs. 

Lorsqu'elles sont issues d'un procede mettant en ceuvre une etape de 

25 micronisation, alors lesdites microparticules ont une forme spherique ou sensiblement 
spherique. 

Selon une forme de realisation avantageuse de l'lnvention, ladite 
composition alimentaire est plus parti culierement destin^e a diminuer la 
biodisponibilite des mycotoxines hydrophobes, les Inventeurs ayant en effet constat^ 
30 in vitro que les mycotoxines hydrophobes ont une plus grande affinite pour les fibres 
v£g£tales que les mycotoxines hydrophiles. A ce titre, les Aflatoxines et 1'Ochratoxine 
A sont des exemples de mycotoxines hydrophobes. 
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Selon une forme de realisation de l'lnvention, les fibres vegetales 
sont choisies parmi les fibres issues : 

- de v6g6taux alimentaires choisis parmi les cereales, les 
legumineuses, les plantes potageres, les fruits y compris tropicaux, et plus 

5 generalement toute plante utilisee a des fins alimentaires, 

- de vegetaux utilises par 1'industrie du papier tels que les arbres, la 
canne a sucre, le bambou et la paille de cereale. 

Parmi les fibres vdgetales issues de cereales, on peut en particulier 
citer les fibres de ble, d'orge, d'avoine, de mais, de millet, de riz, de seigle, de sorgho, 
10 et leurs equivalents maltes. 

Selon l'invention, on entend par equivalent malte les grains germ£s 
dont la germination a ete stoppee par un traitement thermique et qui ont ensuite ete 
debarrasses de leurs germes. 

Parmi les fibres issues de vegetaux alimentaires autres que les 
1 5 cereales, on peut notamment citer les fibres issues des pommes, des poires, des grains 
de raisins, des graines de lupin et de soja, des tomates, des pois, du cafe, etc. 

Parmi ces fibres vegetales, on prefere tout parti culierement : 

- les fibres de ble micronisees vendues sous les denominations 
commerciales Realdyme® et Realdyme® M, ce dernier se presentant sous la forme de 

20 microparticules dont au moins 90 % en poids ont une taille inferieure ou egale a 
1 00 urn ; 

- les fibres d'avoine micronisees vendues sous la denomination 
commerciale Realdyme® A ; 

- les fibres d'orges micronisees vendues sous la denomination 
25 commerciale Realdyme ® O, et en particulier le Realdyme ® OF et le Realdyme ® 

OM ; 

- les fibres de pomme micronisees vendues sous la denomination 

Realdyme® P. 

Toutes ces fibres sont disponibles aupres de la societe REALDYME 
30 (Garancieres en Beauce, La Haute Epine, France). 

La nature des fibres utilisees conformement a l'invention est de 
preference choisie en fonction de la nature de la ou des mycotoxines susceptibles 
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d'etre presentes dans le milieu alimentaire et dont on veut diminuer la biodisponibilite 
apres ingestion. 

Ainsi, lorsque la composition alimentaire est principalement 
destin£e a diminuer la biodisponibilite de POchratoxine A, des aflatoxines, de la 
5 Fumonisine et/ou du deoxynivalenol, alors les fibres vegetales seront 
preferentiellement choisies parmi les fibres de bl£ micronis£es telles que les produits 
Realdyme® et Realdyme® M, les fibres d'avoine micronisees telles que par exemple 
le produit Realdyme® A et leurs melanges. Selon 1'Invention, et en ce qui concerne la 
diminution de la biodisponibilite de 1'Ochratoxine A, on prefere tout particulierement 

1 0 utiliser du Realdyme® M. 

. La composition alimentaire utilisable selon 1'lnvention est destin^e 
aussi bien a ralimentation animale qu'a 1'alimentation humaine. 

La composition alimentaire conforme a 1'Invention peut se presenter 
sous plusieurs formes telles qu'un complement alimentaire, un ingredient alimentaire 
1 5 (ou produit alimentaire intermediaire : PAI) ou une matiere premiere. 

Lorsque la composition alimentaire conforme a l'invention se 
presente sous la forme d'un complement alimentaire, alors la quantite de fibres 
vegetales au sein dudit complement peut representer jusqu'a 100 % en poids du poids 
total dudit complement ; cette quantite etant preferentiellement comprise entre 80 et 
20 100% en poids. 

Lorsque la composition alimentaire se presente sous la forme d'un 
PAI, elle est alors de preference destin£e a 1'alimentation humaine et est utilisee a titre 
d'ingredient au cours de la fabrication d'un produit alimentaire susceptible d'etre 
contamine par des mycotoxines. Dans ce cas, la composition alimentaire repr^sente 

25 alors de 0,05 a 20 % en poids et encore plus preferentiellement de 0,1 a 5 % en poids 
par rapport au poids total du produit alimentaire fini. 

Lorsque la composition alimentaire se presente sous la forme d'une 
matiere premiere, elle est de preference destinee a 1'alimentation animale. La 
composition alimentaire peut alors etre ajoutee & la ration alimentaire journaliere qui 

30 est donn^e aux animaux domestiques ou d'elevage et qui est susceptible d'etre 
contaminee par des mycotoxines, et ce avant ingestion de ladite ration. Elle peut 
6galement etre utilisee a titre de matiere premiere ou d'additif au cours de la 
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fabrication d'un aliment complet pour animaux domestiques ou d'elevage. Dans ces 
deux derniers cas, la composition alimentaire represente alors de preference de 0,05 a 
10 % en poids et encore plus preferentiellement de 0,3 a 2 % en poids par rapport au 
poids total de la ration alimentaire ou de Faliment complet. 
5 Outre les dispositions qui precedent, FInvention comprend encore 

d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a un 
exemple de mise en evidence de la capacity d'adsorption d'OTA par des fibres 
vegetales insolubles et criblage preliminaire de differentes fibres vegetales, a un 
exemple d'Stude de l'effet des variations de pH sur Fadsorption d'OTA dans un milieu 

10 liquide modele, a un exemple de mise en evidence de Fadsorption des aflatoxines Bl 
par des fibres vegetales insolubles dans un milieu liquide modele, a une etude 
comparative de Feffet dose-reponse de Fadsorption de FAFB1 par des fibres de ble 
micronisees et non micronis£es et a un exemple d'etude de I'effet de Incorporation de 
fibres de ble micronisees dans un regime alimentaire contamine par de 1'OTA donne a 

15 des rats sur la diminution de la biodisponibilite de 1'OTA, ainsi qu'aux figures 1 a 5 
annexees dans lesquelles : 

- la figure 1 represente Involution de Fadsorption d'OTA, exprimee 
en pourcentage residuel par rapport a la quantite presente initialement, par trois fibres 
differentes (Realdyme® M : croix : Realdyme® OF : ronds pleins et Realdyme® 

20 OM : triangles vides) en milieu liquide modele contenant une concentration initiale de 
30 ng d'OTA/ml pour un volume initial de 25 ml et une duree de mise en contact de 45 
minutes en fonction de la quantity de fibres en grammes par litre de milieu ; 

- la figure 2 represente Involution de Fadsorption d'OTA (diminution 
de la quantite d'OTA en pourcentage de la quantite initialement presente) dans un 

25 milieu liquide modele par des fibres Realdyme® M en fonction des variations de pH : 
barres noires : pH — 6 ; barres grises : pH = 2,2 ; barres blanches : apres la remont^e 
du pH de 2,2 a 4,8 ; 

- la figure 3 represente la quantite d'AFBl adsorbee dans un milieu 
PBS ajust6 a pH 3 et initialement containing par de l'AFBl, cette quantity 6tant 

30 exprimee en pourcentage de la quantity d'AFBl initialement presente dans ledit 
milieu ; carres noirs : fibres de bl6 micronisees et losanges noirs : fibres de bid non 
micronisees ; 
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- la figure 4 represente la quantite cumulee de matieres fecales 
61imin6es (en g) en fonction du temps (exprime en jours apres le d6but de 
1'experience : JO) chez des rats ayant re9u differents regimes alimentaires contamines 
ou non en OTA et supplements ou non par des fibres de ble micronisees (barres 

5 grises : regime 1 = ration alimentaire non containing par de l'OTA ; barres noires : 
regime 2 = ration alimentaire contaminee par de l'OTA et barres blanches : regime 3 = 
ration alimentaire contamin6e par de l'OTA et supptementee par des fibres de ble 
micronisees) ; 

- la figure 5 represente la quantity d'OTA dans les feces des rats (en 
10 M-g) recolt^s la quatrieme semaine en fonction des differents regimes enonces 

ci-dessus pour la description de la figure 4. 

EXEMPLE 1 : MISE EN EVIDENCE DE LA CAPACITE D'ADSORPTION 
D'OTA PAR DES FIBRES VEGETALES ET CRIBLAGE PRELIMINAIRE DE 
DIFFERENTES FIBRES VEGETALES 

]5 De fa£ori surprenante, les Inventeurs ont mis en evidence que 

Incorporation de fibres vegetales micronisees dans un milieu liquide modele permet, 
par r adsorption de l'OTA sur les fibres, de diminuer la quantite de mycotoxines 
disponible dans ce milieu. Les tests in vitro reportes dans cet exemple ont ete realises 
afm de demontrer la capacite d'adsorption de fibres vegetales micronisees lorsqu'elles 

20 sont incorporees dans un milieu liquide contamine en OTA et afin de determiner quel 
est le temps de mise en contact necessaire a une adsorption optimale de l'OTA par ces 
fibres. Ensuite, un criblage de trois fibres vegetales differentes a ete realise afin de 
determiner quelles etaient les fibres les plus performantes vis-a-vis de I'adsorption de 
l'OTA. La capacite d'adsorption du Realdyme ® M a par ailleurs ete comparee a celle 

25 de la matiere premiere non micronisee (fibres de bl6 non micronisees). 

1) Protocole experimental 

Une quantite d6termin£e de fibres vegetales (environ 20 g/1) est 
m61ang6e dans un tube sterile de 50 ml avec 25 ml d'une solution aqueuse renfermant 
2 % de Dextrose (vendu sous la denomination commerciale D(+) glucose 
30 monohydrate par la society Merck), 5 % d'extrait de levures (vendu sous la 
denomination commerciale Extrait de levures en Poudre par la societe 1CN 
Biomedical) et 1 % de peptone (vendu sous la denomination Peptone par la societe 
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Duchefa), prealablement st£rilisee a 121°C pendant 15 minutes. Cette solution 
aqueuse presente un pH compris entre 6,0 et 6,2 et est ctenommee "DYP" dans ce qui 
suit (milieu modele). La solution DYP est ensuite contaminee par une quantite 
variable d'une solution d'OTA dans l'ethanol. La concentration d'OTA dans le milieu 
5 liquide modele est de 57 ng/ml. Le contenu du tube est ensuite bomogeneise par 
agitation manuelle pendant 30 secondes, puis le tube est place a agiter a 90 tours par 
minute (rpm) dans une chambre thermostatee a 25°C pendant 45 minutes. Un 
traitement controle sans adsorbant (temoin), c'est-a-dire sans fibre vegetale, est 
effectue pour chaque experience, et chacune de ces experiences est realisee trois fois. 

10 La suspension est ensuite centrifug6e a 1830 g pendant 10 minutes a 

une temperature de 25°C puis le culot est separe du surnageant. On extrait ensuite 
1 ml de surnageant dans un tube sterile par 9 ml d'une solution de methanol : eau (50 : 
50 ; v/v). Le tube est ensuite vortexe pendant 30 secondes, puis centrifuge pendant 10 
minutes a 820g a une temperature comprise entre 5 et 10°C. Get extrait est ensuite 

1 5 dilue, filtre et analyse par chromatographic liquide haute performance (HPLC). 

Le systeme HPLC consiste en une pompe a regime isocratique 
Perkin Elmer® LC049 vendue par la societe Norwalk (USA) avec une boucle 
d'injection de 50 jiil vendue sous la denomination Rheodyne® par la societe Cotati 
(USA), equipee d'une colonne Cjg d'une longueur de 150 mm et d'un diametre de 

20 4 mm vendue sous la denomination Hypersil® BDS, d'une porosite de 3 juim, vendue 
par la societe Tracer Analytica (Espagne), d'un detecteur a fluorescence RF 551 vendu 
par la societe Shimadzu (Japon) muni d'une lampe xenon d'une puissance de 150 W 
regie a une longueur d'onde d'excitation (A-exciimion) de 332 nm et a une longueur d T onde 
d'emission (^ misS i 0 n) de 462 nm, d'un integrateur SP4290 vendu par la societe Spectra 

25 Physics (USA). La phase mobile est compos^e d'un melange ac£tonitrile/eau/acide 
acetique (450/540/10 ; v/v) filtre sur membrane de 0,25 |im et degazee a 1'helium 
pendant 1 5 minutes. Le d6bit de la phase liquide est fixe a 1 ml/min a une pression 
comprise entre 2900 et 3000 psi. 

La quantity d'OTA totale adsorbee est obtenue par difference entre la 

30 quantity initiale et finale presente dans le surnageant. 
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Dans cet exemple, les fibres v6g£tales micronis^es suivantes ont ete 
utilises : Realdyme® M, Realdyme® OF et Realdyme® OM, et ce a differents 
dosages. 

2) Resultats 

Les resultats obtenus sont reportes dans les tableaux I a IV ci-apres 
ainsi que sur la figure 1 annexee. 

Les pourcentages d'OTA adsorbees sur les fibres Realdyme® M en 
fonction de la duree de la mise en contact, avec le milieu rnodele contenant 57 \xg/\ 
d'OTA, a un pH compris entre 6,0 et 6,2 sont reports dans le Tableau ] ci-apres : 



TABLEAU I 





Quantite de mycotoxines adsorbee (%) 




Duree de la periode de mise en contact 

(heures) 


Quantite de Realdyme® M (g/1) 


3 


24 


48 


0 (Controle) 


0 


0 


0 


10 


46,7 


52,5 


49,8 


16 


59,8 


65,3 


61,6 


20 


68,9 


69,7 


71,7 


30 


68,0 


72,3 


73,6 



Ces resultats montrent que Fadsorption des fibres ne varie pas entre 
3 et 24 heures. Par ailleurs, la quantite d'OTA adsorbee augmente en fonction de la 
quantity de fibres presentes dans le milieu. 

Les effets de durees de mise en contact inferieures a 24 heures sur le 
taux d'adsorption d'OTA (en %) par les fibres (20 g de fibres Realdyme® M par litre 
de milieu liquide rnodele a pH 5,2 contenant 35 ng d'OTA/ml) sont reportes dans le 
Tableau II ci-apres : 
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TABLEAU II 



Duree de la mise en contact fen minutest 


% d'OTA adsorbe 


0 


o 


5 


21 


15 


20 


45 


25 


90 


29 


169 


28 


360 


30 


1440 


43 



Ces r^sultats montrent que l'adsorption se produit tres rapidement 
(entre 5 et 45 minutes environ) et que celle-ci se maintient au moins pendant toute la 
5 duree de 1 'experience. 

Les effets de la micronisation sur la quantite d'OTA adsorbed par des 
fibres Realdyme® M et de leur matiere premiere non-micronisee sont reportes dans le 
Tableau III ci-apres : 



TABLEAU III 





Quantite d'OTA adsorbee (%) 


Quantite de fibres 

(g/i) 


Matiere premiere non 
micronisees 


Realdyme® M 


20 


17% 


33 % 


30 


22% 


37 % 



10 

Ces resultats montrent que la micronisation permet d'arneliorer la 
capacite d'adsorption des fibres d'un facteur proche de deux. 

La figure 1 annexee repr^sente la capacite d'adsorption de trois 
fibres differentes (Realdyme® M : croix ; Realdyme® OF : ronds pleins et 
15 Realdyme® OM : triangles vides) en milieu DYP contenant une concentration initiale 
de 30 ng d'OTA/ml pour un volume initial de 25 ml et une duree de mise en contact de 
45 minutes. Sur cette figure, le pourcentage d'OTA residuelle est exprim6, pour 
chaque fibre, en fonction de la quantite de fibres en grammes par litre de milieu DYP. 
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Les resultats represents sur la figure 1 montrent que meme a des 
concentrations aussi faibles que 5 g de fibres par litre de milieu, on observe une bonne 
adsorption de TOTA, en particulier avec les fibres Realdyme® M. 
EXEMPLE II ; ETUDE DE I.'EFFET DU pH SUR L' ADSORPTION DES 
5 MYCOTOXINES PAR DES FIBRES DE BLE 

Le pH du milieu est susceptible d'influencer l'adsorption de l'OTA 
sur les fibres car il influence la repartition des charges electriques sur les fibres, sur les 
toxines et dans le milieu. Au cours de la digestion, le pH du bol alimentaire diminue 
dans de larges proportions. 
10 Afin d'etudier 1'impact du pH sur la capacity d'adsorption des fibres, 

une experience en milieu modele a ete realisee, consistant en la mesure de l'adsorption 
avant et apres une descente puis une remontee du pH. 

1"! Protocole experimental : 

Une quantite connue de fibres Realdyme® M correspondant a la 
15 concentration de 20 g de fibres/1 est melangee dans un tube sterile de 50 ml a 25 ml de 
milieu modele DYP tel que decrit ci-dessus a 1'exemple 1, prealablement contamine a 
50 ng d'OTA/ml au moyen d'une solution d'OTA dans de 1'ethanoJ. Le pH du milieu 
est mesur£ a 6. 

Le contenu du tube est alors incube, separe, extrait, purifie et 

20 analyse comme decrit ci-dessus a 1'exemple 1 . 

Parallelement, le pH de ce meme DYP est, dans deux autres tubes 
deja garnis de fibres, abaisse jusqu'a une valeur de 2,2 par ajout d'acide lactique 
solide. Le contenu d'un des deux tubes est alors incube, separe, extrait, purifie et 
analyse comme decrit ci-dessus a 1'exemple 1. 
25 Le pH du milieu dans le deuxieme tube est alors remonte a 4,8 par 

ajout de granules d'hydroxyde de sodium. Le contenu du tube est alors incube, separe, 
extrait, purifie et analyse comme dans 1'exemple 1 . 

Chaque experience est effectu£e trois fois. 

2^ Resultats : 

30 Les resultats obtenus sont reports sur la figure 2 annexee qui 

repr^sente 1'evolution de l'adsorption de l'OTA (diminution de la quantity d'OTA 
dans le milieu DYP en % de la quantity initialement prSsente) sur les fibres apres la 
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descente et apres la remontde du pH dans le milieu DYP. Sur cette figure, la barre 
noire correspond aux mesures effectives a pH 6, la barre grise aux mesures effectuees 
a pH 2,2 et la barre blanche aux mesures effectuees apres remontee du pH de 2,2 a 
4,8. 

5 11 est manifeste que plus le pH est bas, plus Padsorption de I'OTA par les 

fibres est forte, atteignant meme pour un pH de 2,2 un pourcentage d'adsorption de 
82,4 %. Le relargage de la toxine lors de la remontee du pH ne semble pas etre aussi 
fort que 1' augmentation de Tadsorption lors de 1'abaissement du pH. 

La diminution du pH permet done, pour une meme quantite de fibres, 
1 0 d'augmenter de facon considerable la quantite d'OTA adsorbee par ces fibres. 

EXEMPLE III : MISE EN EVIDENCE DE L'ADSORPTION PES 
AFLATOX1NES Bl PAR PES FIBRES VEGETALES INSOLUBLES 

Une quantite determined de fibres vegetales (Realdyme® : 20 g/1) 
est introduite dans un tube sterile de 50 ml et melangee avec 25 ml de tampon 
15 phosphate a pH 7 (PBS), prealablement contamine par les aflatoxines Bl (environ 8,5 
ppb). Apres homogeneisation manuelle pendant 30 secondes, le tube est place a agiter 
a 90 tours par minute dans une chambre thermostatee a 25°C pendant 45 minutes. Un 
traitement controle sans adsorbant a servi de t£moiri. 

A Fecheance, la suspension est centrifugee a 1830g pendant 10 
20 minutes a 25°C, puis le culot est separe du surnagent. L'essai est realise trois fois. 

Les aflatoxines Bl (initiales et residuelles) sont analysees par une 
methode immunochimique ELISA de competition directe a l'aide du test specifique 
quantitatif a haute sensibility vendu sous la denomination commerciale Veratox® HS 
par la soci&6 Neogen Corporation (USA). Le protocole pr£conis6 par le fournisseur 
25 de ce test a ete utilise. 

Ce test immunochimique (ELISA) a £te realise de maniere suivante : 

- ddpot de 100 \x\ de conjugu6 dans chaque micropuits non tapisse 
d'anticorps ; 

- ajout de 100 |al de standard ou de 100 \x\ d'^chantillon et melange ; 
30 - pr^levement de tout le melange et son depot dans un micropuits 

tapiss6 d'anticorps ; 

- incubation pendant 10 minutes a temperature ambiante ; 
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- lavage cinq fois avec de 1'eau desionisee ; 

- d£pot de 1 00 ^1 de substrat ; 

- incubation pendant 1 0 minutes a la temperature ambiante ; 

- ajout de 100 )il de solution "Red Stop" fournie avec le test pour 
arreter la reaction substrat-enzyme. 

En parallele, on realise la meme experience a pH 3 dans un milieu 
PBS (dont le pH a ete ajuste a 3 avec une quantite suffisante d'acide lactique) ainsi 
qu'une courbe d'etalonnage avec des standards. 

La densite optique des colorations est ensuite lue a une longueur 
d'onde de 620 nm a 1'aide d'un lecteur de microplaque vendu sous la denomination 
commerciale Labsystem Multiscan MCC/340-RS232C (Labsystems, Finlande). 

La limite de detection et la limite de quantification de cette methode 
analytique sont respectivement estimees a 3 et 10 ppt alors que le pourcentage de 

recuperation est de 1 00 %. 

Les resultats de cet essai sont presentes dans le Tableau IV ci-apres : 



TABLEAU IV 



Dur6e de mise en contact 
(min) 


Aflatoxines Bl adsorbees 
a pH 7 (%) 


Aflatoxines Bl adsorbees 
a pH 3 (%) 


0 


0 


0 


5 


66 


72 


25 


68 

• 


69 


45 


68 


70 


120 


67 


74 



Ces resultats montrent que les fibres Realdyme® permet d'adsorber 
une grande quantite d'Aflatoxines Bl, et ce des 5 minutes de contact, a pH neutre 
20 comme a pH acide. 
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EXEMPLE IV : ETUDE DE L'EFFET POSE-REPONSE LORS DE 
L'APSORPTION DE L'AFBl PAR PES FIBRES PE BLE MICRONISEES OU 
NON MICRONISEES 

Le but de cet exemple est de determiner a partir de quelle dose les 
5 fibres de bl£ micronisees (REALDYME®) et non micronis£es, adsorbent la meme 
quantite d'AFBl. 

L'exp^rience a 6te realisee dans du tampon PBS a pH 3 (le pH 6tant 
ajuste avec de l'acide lactique). Le tampon PBS a initialement ete contamine a une 
teneur d'environ 8 ppb d'AFBl . 
10 L'effet dose reponse-reponse a 6X6 evalue pour des doses de 0,5 %, 

1 %, 2 %, 5 % et 1 0 % en poids de chacune des deux fibres etudiees ; le dosage de 

■ 

TAFB1 etant realise comme decrit ci-dessus a 1'exemple 3. 

Les resultats obtenus sont representes sur la figure 3 annexee sur 

laquelle Tadsorption d'AFBl, exprimee en pourcentage de reduction de la 
15 concentration d'AFBl dans le surnageant par rapport a la concentration initialement 

presente, est fonction de la quantite de fibres utilisees (en % ponderal) ; les carre noirs 

correspondent aux fibres de ble micronisees, les losanges noirs correspondent aux 

fibres de bl£ non micronisees. 

Ces resultats montrent que les fibres de ble micronisees sont 
20 nettement plus performantes vis-a-vis de J'adsorption de l'AFBl . 

D'un point de vue commercial, il est interessant de remarquer que la 

dose de 0,75 % de fibres de ble micronisees a le meme effet que la dose de 5 % de la 

meme fibre non micronisee. Ces quantites adsorbent, toutes deux, 50 % d'AFBl du 

milieu PBS a pH 3 contamine initialement a environ 8 ppb. Par consequent, 
25 l'utilisation de fibres v6g6tales micronisees presente un grand interet commercial dans 

la mesure ou cela permet de diminuer la quantity de matiere premiere necessaire a 

Tadsorption d'une quantity de mycotoxines donnee. 



30 
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EXEMPLE V : MISE EN EVIDENCE PE L'EFFET PE L'APMINISTRATION 
P'UNE COMPOSITION AL1MENTAIRE C OMPREN A NT PES FIBRES 
VEGETALES MICRONISEES SUR LA PIMINUTION PE LA 
BIOPISPONIBILITE PE L OTA CHEZ LE RAT 

5 Cet exemple a €t€ realise dans le but de montrer que les effets 

observes in vitro notamment a l'exemple 1 ci-dessus en terme d'adsorption des 
mycotoxines par des fibres v£gdtales sont conserves in vivo et perrnettent de dirninuer 
la biodisponibilite des mycotoxines apres ingestion d'un aliment contamine. 

Plus particulierement, le present exemple vise, d'une part, a evaluer 
10 l'effet de ces adsorbants biologiques sur les performances de croissance et sur la 
quantite des matieres fecales chez des rats exposes a la toxine via une alimentation 
naturellement contaminee. D'autre part, il vise a evaluer l'effet protecteur de ces 
fibres sur les teneurs en OTA dans le sang et les organes. 

De fa9on specifique, cet exemple vise a : 
15 - tester Pimpact de 1'incorporatiqn des fibres de bl6 micronisees 

dans 1'alimentation naturellement contaminee par 1'OTA sur la croissance et 
revolution de la masse corporelle des rats exposes a la toxine ; 

- tester Pimpact de 1'incorporation des fibres de ble micronisees sur 
la quantity des matieres fiScales ^limindes en presence de 1'OTA ; 

20 - evaluer la capacite des fibres de ble micronisees a dirninuer la 

quantite d'OTA dans le plasma sanguin, les reins et le foie des rats naturellement 
exposes a 1'OTA ; 

- tester Timpact de Tincorporation des fibres de ble micronisees sur 
la teneur en OTA dans les matieres fecales. 

25 I) Materiels et Methodcs 

I) Produits 

- Potato-extract, Dextrose/Glucose et G61ose (agar-agar) (poudres) 
vendus par la soci£t£ Scharlan Chemie S. A., Barcelone, Espagne ; 

- Peptone en poudre (Duchefa, Haarlem, Pays-Bas) ; 

30 - Ochratoxine A (0-1877) (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, 

Etats-Unis) ; 

- Toluene pour analyse (Lab Scan, Dublin, Irlande) ; 
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- Chloroforme (grade analytique) (Lab Scan, Dublin, Irlande) ; 

- Ether (Labscan, Dublin, Irlande) ; 

- Methanol grade HPLC (Acros Organics, Geel, Belgique) ; 

- Acetonitrile grade HPLC (Lab Scan, Dublin, Irlande) ; 

5 - Tampon phosphate : Phosphate Buffer Saline-PBS (NaCl 120 

mmol/1, KC1 2,7 mmol/1, phosphate buffer 10 mmol/1 ; pH 7,4) 
(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, Etats-Unis) ; 

- Bicarbonate de sodium (Merck, Darmstadt, Allemagne) ; 

- Chlorure de sodium (Merck, Darmstadt, Allemagne) ; 
10 - Eau Milli-Q Plus (Millipore, Molsheim, France) ; 

- Acide acetique 99-100 % pour analyse (UCB, Bruxelles, 
Belgique) ; 

- Acide orthophosphorique (grade analytique) (UCB, Bruxelles, 
Belgique) ; 

15 - Bonbonne (gaz comprime) d'azote et d'helium (Air Liquide, Liege, 

Belgique) ; 

- Tubes polypropylene (Falcon) steriles de 15 et 50 ml (Greiner- 
Labortechnik, Frickenhausen, Allemagne) ; 

- Colonnes d'immunoaflfinite Ochratest ® (Vicam, Watertown, MA, 
20 Etats-Unis) ; 

- Filtre de type Millex®-HV GVHP 04700 (0,22 \xxii) (Millipore, 
Bedford, MA, Etats-Unis) ; 

- Filtre Acrodisk ® 13 mm pour seringues avec membrane en Nylon 
0,45 jam (Pall Gelman Laboratory, Karlstein, Allemagne). 

25 2) Appareils 

- Support Vac-Elut ® (Analytichem International, Harbour City, 
CA, Etats-Unis) ; 

- Ultraturax ® T-25 basic (IKA-Werke, Janke und Kunkel GMBH & 
Co, Staufen, Allemagne) ; 

30 - Evaporateur Rot a vapor <R> (Buchl, Flawil, Suisse) ; 

- Centrifugeuse Jouan CR (Jouan, Saint Nazaire, France) ; 

- Spectrophotometre OPI -.4 (Shimadzu, Kyoto, Japon) ; 
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- Autoclave (Fedegari Autoclavi, Spa-Albuzzano-Pv, Italie) ; 

- Systeme de chromatographie Hquide haute performance (HPLC) 
constitue de : 

* Pompe a regime isocratique : Perkin Elmer LC049 (Norwalk, CO, 
5 Etats-Unis), avec une boucle d'injection de 50 pi (Rheodyne, 

Cotati, CA, Etats-Unis) ; 

* Colonne : CI 8 de 150 mm x 4.0 Hypersil ® BDS (phase inverse), 
porosite 3 jam, (Tracer Analytica, Barcelone, Espagne) ; 

* Detecteur a fluorescence RF 551 (Shimadzu, Kyoto, Japon) a 
10 lampe xenon 150 W r£gle a ^excitation : 332 nm et Remission : 

462 nm ; 

* Int^grateur Spectra Physics SP4290 (San Jose, CA, Etats-Unis) ; 

* Phase mobile : ac£tonitrile : eau : acide acetique (450 : 540 : 10), 
filtree sur membrane (0.25 jim) et degazee a Phelium (15 

15 minutes); 

* Debit : 1ml / minute ; 

* Pression : 2900-3000 psi. 

3) Fibres v6g£tales micronisees 

Les fibres vegetales testees sont les fibres de ble micronisees 
20 Realdyme® M (Realdyme, Garancieres-en-Beauce, France) se prSsentant sous la 
e forme de particules dont 90 % en poids ont une taille inferieure a 1 00 jam. 

4) Production d'Ochratoxine A 

L' alimentation des rats a 6t6 naturellement contamin^e par TOTA 
produite au sein du laboratoire de Biochimie de la Nutrition en etroite collaboration 
25 avec le laboratoire de mycologie de 1 'Unite de Microbiologic de FUniversite 
Catholique de Liege (Belgique). 

4.1. Microorganism e 

L'OTA a et£ produite en cultivant la souche de Penicillium 
verrucosum (code MUCL : CWL 44468 de la Mycotheque de rUniversit£ de Louvain 
30 la Neuve, Belgique) sur des grains de ble. 
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4.2. Preparation de rinocuhim 

La souche a 6te revitalisee pendant une semaine par repiquage sur un 
milieu gelose Potato-Dextrose-Agar (PDA) constitu£ d 3 un bouillon de potato-extract 
(0,4 %), de dextrose (2 %) et d'agar (1,5 %). Le PDA a ete prealablement sterilise a 
5 l'autoclave (15 min a 121 °C), coute en pente et conserve h +4 °C au refrig6rateur. Les 
conidies produites sur PDA au bout de 10 jours de culture ont ete decollees 
aseptiquement a 1'aide d'une anse sterile et mises en suspension dans de Teau 
peptonee (9 %) sterile. Deux ou trois dilutions successives de 1/10 ont ete 
indispensables pour le comptage des conidies par examen direct au microscope. Une 
10 charge de la suspension de 10 4 conidies/ml a £te utilis^e afm d'inoculer les grains de 
ble a la dose de 2 ml par 60 g. 

4.3. Culture 

La culture de la souche a ete realisee sur du bit tendre. Pour ce faire, 
Fhumidite des graines de ble a ete ajustee a 24-25% par addition d'un volume d'eau 

1 5 approprie. La culture a 6te realisee dans des erlenmeyers de 250 ml contenant 60 g de 
grains de ble et sterilises a l'autoclave (121 °C pendant 20 min). Apres l'inoculation de 
2 ml de suspension de conidies dans des conditions aseptiques, les erlenmeyers ont ete 
incub&s a Pobscurite dans une chambre thermostatee a 22°C pendant 24 jours. A 
l'6ch6ance, les 6chantillons ont ete sterilises comme precedemment, congetes et 

20 lyophilises afin de faciliter le moulage. Une production totale de 2 kg de ble 
contamine a raison de 22 jag d'OTA/g de ble a ainsi ete obtenue. 

4.4. Composition et preparation des regimes 

L' aliment de base pour les rats a ete fourni par Carfil (Parvan 
Service PVBA Carfil quality, Oud-Turnhout, Belgique) par sacs de 15 kg. II est 
25 principalement constitue de proteines (21 %), de matieres grasses (4,5 %), de cellulose 
(4 %), de cendres (7,0 %), de vitamine A (20 000 IE/UI/kg), de vitamine D3 (2000 
IE/Ul/kg) et de vitamine E (40 mg/kg). 

Partant de cet aliment standard, les trois regimes figurant dans le 
tableau V ci -apres ont £te constitues : 
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TABLEAU V 



Regimes 


Aliment de base 
(%) 


Farine de ble 
(*) non 
contaminee (%) 


Farine de ble 
contaminee a 
22 ug d'OTA/g 
(%) 


Fibres de ble 
micronisee 


1 


88 


12 


0 


0 


2 


88 


. 2 


10 


0 


3 


88 


0 


10 


2 



: La teneur en OTA dans la farine de ble de depart a ete determinee 



(teneur OTA < Limite de Detection (LD)) 

Pour chacun de ces regimes, les differents constituants sont 

* 

5 intimement melanges et presses sous forme de granules cylindriques (diametre = 5 
mm). Un stock de 10,8 kg d'aliments a ete ainsi constitue pour chaque regime. La 
teneur en OTA a et6 determinee sur un echantillon de chaque regime preleve a trois 
moments differents de 1' experimentation. Les 3 sous-echantillons sont melanges et 
moulus. 

] 0 5) Animaux et plan experimental 

Trente-six rats males de race Wistar/AF EOPS ages de 9 semaines 
ont ete fournis par le Centre d'elevage Janvier Laboratoire (Genest-St-lsJe, France). A 
la reception, les rats ont ete pes£s (masse corporelle de depart variant entre 248,0 et 
294,0 g avec une moyenne de 268,6 ± 10,5 g), et repartis dans des cages individuelles 
1 5 6tiquetees. lis ont ete stabules dans une animalerie climatisee a 22°C, soumise a un 
cycle de lumiere-obscurit£ (alternatif) de 12 heures. 

Apres une familiarisation de 7 a 12 jours aux conditions de 
Tanimalerie, les rats ont ete repartis au hasard en 3 cohortes (n = 12). 

5.1. Essais pr£Iiminaircs 
20 Les essais pr^liminaires ont 6x6 realises sur un Echantillon de 4 rats 

supptementaires de 3 mois, et visaient a la maitrise des mdthodes de pr^levements 
d'echantillons et d'analyse de TOTA dans les plasma, foie et reins (par dopage). lis 
visaient egalement la determination des pourcentages de recuperation de POTA pour 
les differentes mEthodes analytiques mises au point au sein du laboratoire. 

25 
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5.2. Plan experimental 

L'&ude a ete realisee suivant un plan experimental de cas-t£moins : 
les 36 rats ont ete repartis en 3 groupes, chaque groupe a recu Tun des 3 regimes du 
tableau IV ci-dessus. 

- Traitement 1 (Blanc) : Regime 1 non contamine ; 

- Traitement 2 (Temoin) : Regime 2 containing ; 

- Traitement 3 : Regime 3 contamine et incluant des fibres de ble 
micronisees (REALDYME ®). 

Pour chacun des regimes, un rationnement systematique de 22 g 
d'aliments par jour et par rat a ete d£livre\ Cette consommation reste juste en dessous 
de 1 'alimentation ad libitum, Les quantites d'aliments correspondant a une 
consommation de 48 heures ont 6x6 presentees aux rats tot le matin, avant 8 heures (il 
est a noter que les rats n'ont pas 6x6 alimentes le jour du sacrifice). Les rats 
disposaient d'eau ad libitum. 

Du point de vue hygienique, la litiere a ete renouvelee 
systematiquement deux fois par semaine et les matieres fecales elimin£es ont 6X6 
separees et pesees: 

Au cours du suivi, les rats ont ete peses tous les 3 jours jusqu'a 
P6cheance du 28 cme jour. A cette echeance les rats ont ete endormis a Paide d'ether et 
sacrifies par decapitation (a la guillotine) en vue des prelevements de sang, du foie et 
des reins. Le sang a ete immediatement recueilli dans un tube de polypropylene de 
15 ml, prealablement heparinise\ Apres centrifugation a 1830 g pendant 20 min, le 
plasma sanguin (2,5 - 5 ml) a 6X6 r£cupere* et stocks a -20°C jusqu'a l'extraction de 
1'OTA. Les reins et le foie ont ete peses, congeles dans Pazote liquide (freeze- 
clamping) et immediatement conserves a -80°C. Le reste de la carcasse a ete conserve* 
a -20°C. 
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6) Determination de POTA dans les differentes matrices 

biologiques 

6.1 Extraction de POTA dans les cSreales et les granules 

d'aliments 

5 L'extraction de POTA des cereales et des granules d'aliments est 

basee sur la technique (ISO FD1S 1541.2) du Comity Europeen de Normalisation 
(CEN/TC 275, 1998) de PUnion Europeenne. Le protocole utilise est le suivant : 

- Peser 50,0 g de farine dans un tube a centrifuger (prealablement 
nettoye et seche) ; 

10 -Ajouter 200 ml de chloroforme et 20 ml d'acide phosphorique 

(0,lM,pH3); 

- Homogeneiser pendant 3 minutes a 13 500 tours par minutes 
(rpm) a 1'aide d'un Ultraturax <E> ; 

- Centrifuger pendant 1 0 minutes a 820g a basse temperature 
15 (5-10°C); 

- Recuperer toute la phase chloroformique ; 

- Proceder a une deuxieme extraction en repetant les points 
precedents ; 

- Recuperer et combiner les deux phases chloroformiques ; 
20 - Prelever 350 ml de la phase chloroformique recuperee ; 

- Evaporer le chloroforme au rotavapor (30-40°C) ; 

- Ajouter 100 ml de solution de carbonate de sodium (0,5 M, pH=9) 
au residu d' evaporation ; 

- Centrifuger pendant 10 minutes a 820g a basse temperature 
25 (5-10°C); 

- Recuperer 20 ml de cette solution de bicarbonate et la purifier sur 
une colonne d'immunoaflfinite conform^ment au protocole d^crit 
au point 6.4 ci-apres). 

6.2. Extraction de POTA du plasma sanguin 
30 - Prelever 2,5 ml de plasma ; - 

- Ajouter 20 ml de chloroforme et 10 ml d'acide phosphorique 
(0,1 M,pH 3); 
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- Homogeneiser pendant 3 minutes a I'aide d'un Vortex ; 

- Centrifuger pendant 10 minutes a 820g a basse temperature 
(5-10°C); 

- Recuperer toute la phase chloroformique a I'aide d'une pipette ; 

5 - Proceder a une deuxieme extraction en repetant les points 

precedents ; 

- Recuperer toute la phase chloroformique a I'aide d'une pipette et 
combiner les deux phases chloroformiques ; 

- Evaporer le chloroforme au rotavapor (30-40°C) ; 

1 0 - Ajouter 20 ml de solution de carbonate de sodium (0,5 M, pH=9) 

au r£sidu d' Evaporation ; 

- Centrifuger pendant 10 minutes a 820g a basse temperature 
(5-1 0°C); 

- Recuperer un volume de 15-20 ml de cette solution de bicarbonate 
15 et le purifier sur une colonne d'imrnunoaffinite selon le protocole 

d£crit ci-apres au point 6.4. 
6.3. Extraction de POT A des reins, du foie et des feces 
Dans ce qui suit et sauf indications contraires, les instructions 
ci-apres sont communes aux reins, au foie et aux feces. 
20 - Peser dans un tube a centrifuger : 

* Pour les reins : 2,5 g de reins, 

* Pour le foie : Tensemble de l'organe, 

* Pour les feces : 4 g de matieres 

- Pour les reins et le foie uniquement : ajouter 2 g de chlorure de 
25 sodium ; 

- Ajouter 50 ml de chloroforme et 20 ml d'acide phosphorique 
(0,1 M,pH3); 

- Homogeneiser pendant 3 minutes a 13 500 rpm a I'aide d'un 
Ultraturax ® ; 

30 - Centrifuger pendant 10 minutes a 820g a basse temperature 

(5-10°C); 

- R£cuperer la phase organique infdrieure ; 



V 
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- Proceder a une deuxieme extraction en repdtant les points 
precedents ; 

- Evaporer le chloroforme au rotavapor, a une temperature comprise 
entre 30 et 40°C ; 

5 - Pour les reins et les feces uniquement : ajouter 100 ml de solution 

de carbonate de sodium (0,5 M, pH = 9) au residu d'evaporation ; 

- Pour le foie uniquement : ajouter 50 ml de solution de carbonate de 
sodium (0,5 M, pH = 9) au residu d'evaporation ; 

- Centrifuger pendant 10 minutes a 820g a basse temperature 
10 (5-1 0°C); 

- Recupererun volume de 15-20 ml de cette solution de bicarbonate 
et le purifier sur une colonne d'immunoaffinite comme d£crit ci- 
apres au point 6.4. 

6.4. Purification sur colonne d'immunoaffinite (OchraTest®) 

15 - Fixer la colonne sur un support Vac-Elut ® et la surmonter d'une 

seringue de 20 ml grace a un adaptateur ; 

- Conditionner la colonne d'immunoaffinite avec 20 ml de solution 
de PBS ; 

- Passer 1 5-20 ml des solutions de bicarbonate sur la colonne a un 
20 debit de 1 a 2 ml/minute ; 

- Laver la colonne avec 20 ml d'eau Milli-Q plus ; 

- R6cuperer l'OTA en 61uant a 1'aide de 2 ml de methanol et 2 ml 
d'eau Milli-Q plus ; 

- Faire passer 20 ml d'air a l'aide d'une seringue a travers la colonne 
25 en vue de r£cup£rer 1'entierete de Peiuat. 

6.5. Detection et quantification par HPLC 

Cent \x\ d'extrait filtre ont et£ injectes afin de remplir completement 
la boucle d'injection dont la capacity est de 50 |il. La phase dilution 6tait compos^e 
d'un melange acetonitrile/eau/acide acetique (540/450/10 ; v/v/v). La detection de 
30 FOTA a 6X6 faite a 332 nm (excitation) et a 462 nm (Emission). La concentration 
d'OTA a 6X6 determinee par 1' interpolation des hauteurs de pic sur la droite 
d'dtalonnage au meme temps de retention. 
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Parallelement, une droite d'etalonnage a ete realisee avec une 
solution stock diluee en des standards de 0,5 ; 1 ; 2 ; 3 ; 4 et 5 ng OTA /ml dans le 
melange eau/methanol (50/50 ; v/v). La droite d'etalonnage a ete determine par la 
m^thode des moindres carres (non representee). 
5 7) Caracteristiques de performance des methodes analvtiques 

Limites de detection 

Tenant compte de toutes les procedures analytiques (extraction, 
purification et quantification), les limites de detection sont estimees a 10 ng/kg pour 
les cereales, 20 ng/1 pour le plasma et 20 ng/kg pour les reins, le foie et les feces. 
10 8) Traitement des donnees et analyse statistique 

La vitesse de croissance des rats a 6t6 calculee par difference entre 
deux masses corporelles consecutives, rapportee a la duree separant les deux pes^es. 

L'effet induit par les regimes contamines a ete evalue par l'ecart des 
resultats obtenus par rapport au Regime 1 (Blanc). 
15 La procedure d'analyse non parametrique a ete utilisee compte tenu 

de l'h£terogeneite des donnees obtenues. Le test de Kruskal Wallis a permis de 
realiser 1'analyse de variance des differents traitements. Le test de Wilcoxon a ete 
utilise pour apprecier la difference entre les moyennes des masses corporelles des rats 
exposes aux regimes contamines et celles des rats soumis au regime Blanc, au debut et 
20 pendant les 4 semaines d* experimentation alors que le test de Mann- Whitney a ete 
exploite en vue d'apprecier la difference entre la moyenne d'un traitement et celle du 
Blanc ou du Temoin. Le test de correlation de Spearman a ete utilise pour verifier la 
consistance de la relation entre les teneurs d'OTA plasmatiques et renales. 

Les resultats sont exprim^s sous forme de moyenne ± standard de 
25 deviation. Les donnees ont ete analysees par le logici.el statistique SPSS version 10.0 
(1999). Les differences sont consid£rees comme significatives a p < 0,05. 

II) Resultats 

1) Consommation alimentaire et exposition des rats a FOTA 

Les resultats de dosage de TOTA dans les trois regimes sont 
30 presentes dans le tableau V] ci-dessous : 
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TABLEAU VI 





M J AllVJJlV'JIItJ 


Xeneur 
en OTA 
dans le 
regime 
(ug/kg) 


OTA 
totale 
inger^e * 

(ng) 


Apport journalier en OTA 
(Ug/kg de mc/jour) 


Moyenne ± 
SD 


Etendue 


Regime 1 


Blanc 


10,3 


6,345 


1 ,99 ± 0,40 


2,57-1,23 


Regime 2 


Temoin 


2240,67 


1380,252 


438,42 ± 84,27 


559,33-276,51 


Regime 3 


Fibres de bl£ 


2201,64 


1356,210 


433,52 ± 84,41 


555,46-273,23 



* I II . — . — , , * ,. 

: Duree d'exposition = 28 jours, Consornmation journaliere de 22 g 

Ces resultats montrent que 1 'aliment de base utilise (Carfil) est 



l£gerement contamine en OTA (10,3 Mg/kg) et que les incorporations de farine 
5 naturellement contamin6e dans les deux autres rations ont permis d'obtenir une 
contamination moyenne de 2221,16 fig d'OTA/kg. Deja, l'alirnent de base servi a 
raison de 22 g par jour et par rat offre un apport journalier de 1,99 ± 0,4 Mg/kg de 
masse corporelle (mc). Les deux autres rations servies a la meme quantite exposent les 
rats a des apports joumaliers moyens de 433,52 et 438,42 jig d'OTA/kg de mc selon le 
1 0 regime. 

2) Impact de ^incorporation des fibres de ble micronisees dans 
les regimes sur la quantite de ma tie res fecales eliminees par les rats exposes aux 
differents regimes 

Les resultats obtenus sont reportes sur la figure 4 annexee. La figure 
15 4 represente la quantite cumul£e de matieres fecales eliminees (en g) en fonction du 
temps pour chacun des regimes (barres grises : regime 1 ; barres noires : regime 2 et 
barres blanches : regime 3). 

Ces resultats r£velent une difference significative dans les quantites 
de matieres fdcales excretes par les rats soumis aux 3 regimes. Le test de 
20 cornparaison multiple permet de distinguer trois classes ordonnees ci-apres : rats 
soumis au regime 2 < rats soumis au regime 1 < rats soumis au regime 3. 

L'administration repetitive de 1'OTA via le regime 2 durant 28 jours, 
c'est-a-dire sans fibres de ble micronisees, diminue en permanence la quantity de 
matures fecales excretees (figure 5). Par contre, 1'ajout des fibres dans le regime 
25 augmente Pexcrdtion des matieres ftcales. En effet, ces fibres offrent une 
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augmentation de 1'ordre de 35 % par rapport au regime 2 et de 1'ordre de 15 % par 
rapport au regime 1. L' augmentation de la masse de feces est un des effets bien 
connus des fibres alimentaires. 

3) Impact de 1 'incorporation de fibres de ble micronisees sur les 
5 concentrations en OTA dans le plasma sanguin, les reins, le foie et les feces des 
rats exposes aux differents regimes 

3.1. Dosage de FOTA Plasma 

Le tableau VII recapitule ci-apres les teneurs brutes d'OTA dans le 
plasma, ainsi que celles rapportees aux apports totaux en OTA durant la periode 
10 d'exposition des rats aux regimes naturellement contamines. 



TABLEAU VII 



Regimes 


Teneur en OTA dans le plasma 

sanguin 


Teneur en OTA dans le plasma 
sanguin rapportee a la quantity 
totale d'OTA ingeree 


ng/ml 


%de 
diminution b 


ng/ml/ug 
d'OTA ingeree 


%de 
diminution 


1 


21,1 ±39,0 




3,3 ±0,36 




2 


830,3 ±41 1,9 




0,60 ± 0,30 




3 


494,1 ± 186,3 a 


40,5 


0,37 ± 0,14 


49,13 



: Une difference significative est observee entre cette moyenne et 



celle des rats soumis au regime 2 temoin (p < 0,05) 

b : Pourcentage de la quantite d'OTA plasmatique des rats soumis au 
1 5 regime 3 rapportee a celle du regime 2 temoin. 

Ces resultats montrent que les fibres de ble micronisees, exercent 
une activite significative sur la diminution de la quantity d'OTA dans le plasma 
sanguin. II est a noter que l'incorporation des fibres de ble micronisees a la dose de 
2% dans 1'aliment permet de diminuer de 40,5 % la concentration d'OTA dans le 
20 plasma. Cette aptitude est aussi remarquee lorsque les teneurs sont rapportees aux 
quantity totales d'OTA inger^es pendant toute la periode de 1 'experimentation. 

Par consequent, Incorporation de fibres de b!6 micronisees dans un 
produit alimentaire permet de diminuer significativement la biodisponibilit6 de 
1'OTA. 

25 
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3.2. Dosage de I'OTA dans les reins 

Les teneurs d'OTA brutes renales et celles rapport^es aux apports 
totaux en OTA durant la periode d'exposition des rats aux regimes naturellement 
contamines sont presentees dans le tableau VIII ci-apres : 



TABLEAU VIII 



Regimes 


Teneur en OTA dans les reins 


Teneur en OTA dans les reins 
rapportee a la quantite totale 
d'OTA ingeree 




% de 
diminution 


ng/g/pg 
d'OTA 
ingeree 


%de 
diminution 


1 


1,39 ± 1,66 




0,2 ± 0,259 




2 


79,38 ±31,4 




0,057 ± 0,023 




3 


57,07 ± 42,5 a 


28,11 


0,043 ± 0,032 


24,56 



: Une difference significative est observee entre cette moyenne et 
celle des rats soumis au regime 2 temoin (p < 0,05). 

b : Pourcentage de la quantite d'OTA renale des rats soumis au 
regime 3 rapportee a celle du regime 2 temoin. 

Ces resultats montrent que les fibres de ble exercent aussi une 



activity significative sur la diminution de la concentration de I'OTA dans les reins. II 
est en effet a noter que l'incorporation de fibres de ble micronisdes a la dose de 2 % 
dans 1'aliment permet de diminuer de 28,1 1 % la concentration en OTA dans les reins. 

La teneur en OTA dans les reins presente une relation lineaire avec 
la concentration d'OTA plasmatiques, illustr^e par l'equation de regression suivante : 
OTA r eins = (15, 45 ± 6,512) + (0,081 ± 0,02)*OTA pIasma (R 2 = 0,620 ; p < 0,0001). 

Si le rein est l'organe d' accumulation de FOTA, les teneurs qu'on y 
retrouve sont de bons indicateurs de la contamination a laquelle 1'organisme est 
reellement soumis pendant une periode relativement longue. 

33. Dosage de FOTA dans le foie 

Les teneurs d'OTA brutes h£patiques et celles rapport^es aux 
apports totaux en OTA durant la periode d'exposition des rats aux regimes 
naturellement contamines sont presentees dans le Tableau IX ci-apres : 
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TABLEAU IX 



Regimes 


Teneur en OTA dans le foie 


Teneur en OTA dans le foie 
rapport6e a la quantite totale d'OTA 

ingeree 




% de 
diminution 


ng/g/ug d'OTA 
ingeree 


% de diminution 

b 


1 


1,43 ±3,5 




0,24 ± 0,56 




2 


73,68 ±31,43 




0,0483 ±0,0515 




3 


45,13 ± 17,38 a 


38,58 


0,0250 ± 0,0452 a 


40,05 



: Une difference significative est observee entre cette moyenne et 



celle des rats soumis au regime 2 Temoin (p < 0,05). 

b : Pourcentage de la concentration d'OTA hepatique des rats soumis 
5 au regime 3 rapportee a celle du regime 2 Temoin. 

Ces r^sultats montrent que les fibres de ble exercent une activite 
significative sur la diminution de la concentration de TOTA dans le foie. 
L'incorporation de fibres de ble micronisees a la dose de 2 % dans Taliment permet de 
diminuer de 38,58 % la concentration en OTA dans le foie. 
1 0 3.4. Dosage de POT A dans Jes feces 

En fonction de I'efficacite de l'absorption gastro-intestinale et du 
m6tabolisme hepatique, les mycotoxines et leurs metabolites sont pref6rentiellement 
excr^t^s par les voies urinaire et fecale. Les quantites d'OTA relev^es dans les feces 
sont donnees dans le Tableau X ci-apres : 
15 TABLEAU X 



Regimes 


Quantite d'OTA dans les feces 
recoltSs pendant la semaine 1 


Quantite d' OTA dans les feces recoltes 
pendant la semaine 4 




% d'augmentation 




% d'augmentation 


1 


0,046 ± 0,0004 




0,098 ±0,001 6 




2 


35,27 ±0,1 2 




43,47 ±0,17 




3 


58,41 ±0,17" 


65,60 


82,94 ±0,13° 


90,80 
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a : Une difference significative est observee entre cette moyenne et 
celle des rats soumis au regime 2 T£moin (p < 0,05). 

b : Pourcentage de ]a quantite d'OTA dans les matieres fecales des 
rats soumis au regime 3 rapport^e a celle du regime 2 Temoin. 
5 Le dosage de l'OTA dans les matieres fecales demon tre l'effet 

positif des fibres alimentaires dans 1'adsorption de l'OTA. En effet, d'apres les 
r^sultats obtenus (Tableau X), 1'addition des fibres biologiques dans la ration 
alimentaire a permis d'augmenter la quantite de l'OTA eliminee. Cette augmentation 
est de 65,60 % durant la premiere semaine et de 90,80 % pour la quatrieme semaine. 

10 Les teneurs d'OTA brutes dans les matieres fecales des semaines 

experimentales 1 et 4 et celles rapportees aux apports totaux en OTA durant les 
p£riodes correspondantes d 'exposition des rats aux regimes naturellement contamin£s 
sont presentees dans les tableaux XI et XII ci-apres. Les valeurs obtenues montrent 
une fois de plus que les fibres de bl£ micronisees exercent une activite d'adsorption 

15 vis-a-vis de TOTA. 

TABLEAU XI 



Regimes 


Teneur en OTA dans les feces 
(Semaine ]) 


Teneur en OTA dans les feces 
(Semaine 4) 




% d'augmentation b 




% d'augmentation b 


1 


0,0014 ±0,0004 




0,003± 0,0016 




2 


1,251 ±0,11 




1,68± 0,168 




3 


l,75±0,17 a 


40,20 


2,55 ± 0,1 3 a 


51,9 



: Une difference significative est observee entre cette moyenne et 
celle des rats soumis au regime 2 Temoin (p < 0,05) 

b : Pourcentage de la concentration d'OTA dans les feces des rats 
20 soumis au regime 3 rapportee a celle du regime 2 Temoin. 



25 
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TABLEAU XII 



Regimes 


Teneur en OTA dans les feces 
rapportee a la quantite totale d'OTA 
ingeree (Semaine 1) 


Teneur en OTA dans les feces rapportee 
a la quantite totale d'OTA ingeree 
(Semaine 4) 




ng/g/fig d'OTA 
ingeree 


% d 9 augmentation b 


ng/g^Mg d'OTA 
ingeree 


% d'augmentation 


1 


0,86 ± 0,08 




2,01± 0,34 




2 


3,62 ± 0,65 




4,85± 0,14 




3 


5,15 ± 0,91 a 


42,27 


7,48 ± 0,13 a 


54,23 



a : Une difference significative est observee entre cette moyenne et 
celle des rats soumis au regime 2 Temoin (p < 0,05) 

b : Pourcentage de la concentration d'OTA dans les feces des rats 
5 soumis au regime 3 rapportee a celle du regime 2 Temoin. 

Les resultats experimentaux obtenus sont done particulierement 
significatifs de l'effet des fibres vegetales micronisees sur la diminution de la 
biodisponibilite de 1'OTA apres ingestion d'un aliment containing 

L'ensemble des ces resultats montrent par consequent que les fibres 
10 vegetales micronisees adsorbent et retiennent les mycotoxines non seulement dans des 
milieux liquides modeles mais egalement dans le chyme gastro-intestinal des 
animaux. La biodisponibilite des mycotoxines est ainsi diminu^e. 

Ces fibres sont des elements naturels provenant de cereales, ce qui 
presente un avantage pour leur utilisation en alimentation animale ou humaine. 
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REVENDI CATIONS 

1. Utilisation de fibres vegetales essentiellement insolubles se 
presentant sous la forme de microparticules dont au moins 90 % en poids presentent 

5 une taille inferieure a 700 jam a titre d'ingr^dient dans la preparation d'une 
composition alimentaire destinee a diminuer la biodisponibilite des mycotoxines chez 
Thomme ou Tanimal lors de l'ingestion d'un aliment susceptible d'etre contamine par 
lesdites mycotoxines. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee par le fait que les 
10 fibres vegetales se presentent sous la forme de microparticules dont au moins 90 % en 

poids presentent une taille inferieure ou egale a 400 um. 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee par le fait que les 
fibres vegetales se presentent sous la forme de microparticules dont au moins 90 % en 
poids presentent une taille comprise entre 2 jam et 200 fira inclusivement. 

15 4. Utilisation selon Tune quelconque des revendi cations precedentes, 

caracterisee par le fait que les fibres sont pr^parees par micronisation. 

5. Utilisation selon 1'une quelconque des revendications precedentes, 

caracterisee par le fait que ladite composition alimentaire est destinee a diminuer la 

biodisponibilite des mycotoxines hydrophobes. 
20 6. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 

caracterisee par le fait que les fibres vegetales sont choisies parmi les fibres issues : 

- de vegetaux alimentaires choisis parmi les cereales, les 
legumineuses, les plantes potageres et les fruits, 

- de vegetaux utilises par 1'industrie du papier choisis parmi les 
25 arbres, la canne a sucre, le bambou et la paille de cereale. 

7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee par le fait que les 
fibres vegetales issues de cereales sont choisies parmi les fibres de ble, d'orge, 
d'avoine, de mais, de millet, de riz, de seigle, de sorgho, et leurs Equivalents maltes. 

8. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee par le fait que les 
30 fibres issues de vegetaux alimentaires, autres que les cereales, sont choisies parmi les 

fibres issues des pommes, des poires, des grains de raisins, des graines de lupin et de 
soja, des tomates, des pois et du cafe. 
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9. Utilisation selon Tune quelconque des revendi cations 1 a 7, 
caracterisee par le fait que la composition alimentaire est destinee a diminuer la 
biodisponibilite de l'Ochratoxine A, des aflatoxines, de la Fumonisine et/ou du 
deoxynivalenol, et que les fibres vegetales micronisees sont choisies parmi les fibres 

5 de ble, les fibres d'avoine et leurs melanges. 

1 0. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee par le fait que la 
composition alimentaire est destinee a diminuer la biodisponibilite de l'Ochratoxine A 
et que les fibres vegetales sont des fibres de ble micronisees se prdsentant sous la 
forme de microparticules dont 90 % en poids presentent une taille inferieure ou egale 

10 a 100 jam. 

11. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee par le fait que la composition alimentaire se presente sous la 
forme d'un complement alimentaire et que la quantite de fibres vegetales au sein dudit 
complement represente jusqu'a 100 % en poids du poids total dudit complement. 

15 12. Utilisation selon la revendication 1 1, caracterisee par le fait que 

la quantite de fibres vegetales au sein dudit complement est comprise entre 80 et 
3 00 % en poids du poids total dudit complement.. 

13. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a 9, 
caracterisee par le fait que la composition alimentaire est destinee a J'alimentation 

20 humaine et qu'elle se presente sous la forme d'un ingredient alimentaire a ajouter au 
cours de la fabrication d'un produit alimentaire a raison de 0,05 a 20 % en poids par 
rapport au poids total dudit produit alimentaire. 

14. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a 9, 
caracterisee par le fait que la composition alimentaire est destinee a l'alimentation 

25 animale et qu'elle se presente sous la forme d'une matiere premiere a ajouter a la ration 
alimentaire journaliere qui est donnee aux animaux domestiques ou d'elevage ou a 
incorporer a titre d'ingredient au cours de la fabrication d'un aliment complet pour 
animaux domestiques ou d'elevage a raison de 0,05 a 10 % en poids par rapport au 
poids total de la ration alimentaire ou de Taliment complet. 
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REVENDICATIONS MODIFIEES 



[Re9ues par le Bureau international le 01 juillet 2005 (01.07.2005): 
revendications 1, 2, 3, 11 xst 12 modifiees; revendication 4 supprimec; 
revendications 5-14 telles qu'initialement deposees, renumerot^es 4-13] 



1. Utilisation de fibres vegetales micronisees essentiellement insolubles 
se pr^sentant sous la forme de microparticules dont au moins 90 % en poids presentent 

5 une taille inferieure a 700 urn a titre d'ingredient dans la preparation d'une composition 
alimentaire destinee a diminuer la biodisponibilite des mycotoxines chez Thomme ou 
l'animal lors de l'ingestion d'un aliment susceptible d'etre contamine par lesdites 
mycotoxines. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee par le fait que les 
10 fibres vegetales micronisees se presentent sous la forme de microparticules dont au moins 

90 % en poids presentent une taille inferieure ou egale a 400 \im. 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee par le fait que les 
fibres vegetales micronisees se presentent sous la forme de microparticules dont au moins 
90 % en poids presentent une taille comprise entre 2 urn et 200 inclusivement. 

15 4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 

caracterisee par le fait que ladite composition alimentaire est destinee a diminuer la 
biodisponibilite des mycotoxines hydrophobes. 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee par le fait que les fibres vegetales sont choisies parmi les fibres issues : 

20 - de vegetaux alimentaires choisis parmi les c^ales, les legumineuses, 

les plantes potageres et les fruits, 

- de vegetaux utilises par l'industrie du papier choisis parmi les arbres, 
la canne a sucre, le bambou et la paille de cer£ale. 

6. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee par le fait que les 
25 fibres vegetales issues de cereales sont choisies parmi les fibres de ble, d'orge, d'avoine, 

de mais, de millet, de riz, de seigle, de sorgho, et leurs equivalents maltes. 

7. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee par le fait que les 
fibres issues de vegetaux alimentaires, autres que les cereales, sont choisies parmi les 
fibres issues des pommes, des poires, des grains de raisins, des graines de lupin et de soja, 

30 des tomates, des pois et du cafe. 
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8. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, 
caracterisee par le fait que la composition alimentaire est destinee a diminuer la 
biodisponibilite de l'Ochratoxine A, des aflatoxines, de la Fumonisine et/ou du 
deoxynivalenol, et que les fibres vegetales micronisees sont choisies parmi les fibres de 

5 bie, les fibres d'avoine et leurs melanges. 

9. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee par le fait que la 
composition alimentaire est destinee a diminuer la biodisponibilite de l'Ochratoxine A et 
que les fibres vegetales sont des fibres de bie micronisees se presentant sous la forme de 
microparticules dont 90 % en poids pr^sentent une taille inferieure ou egale a 100 |im. 

10 10. Utilisation selon 1'une quelconque des revendications precedentes, 

caracterisee par le fait que la composition alimentaire se presente sous la forme d'un 
complement alimentaire et que la quantite de fibres vegetales micronisees au sein dudit 
complement repr£sente jusqu'a 100 % en poids du poids total dudit complement. 

11. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee par le fait que la 
15 quantite de fibres vegetales micronisees au sein dudit complement est comprise entre 80 

et 100 % en poids du poids total dudit complement.. 

12. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, 
caracterisee par le fait que la composition alimentaire est destinee a I'alimentation 
humaine et qu'elle se presente sous la forme d'un ingredient alimentaire a ajouter au.cours 

20 de la fabrication d'un produit alimentaire a raison de 0,05 a 20 % en poids par rapport au 
poids total dudit produit alimentaire. 

13. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, 
• caracterisee par le fait que la composition alimentaire est destinee a l'al indentation animate 

et qu'elle se presente sous la forme d'une matiere premiere a ajouter a la ration alimentaire 
25 journalise qui est donnee aux animaux domestiques ou d'elevage ou a incorporer a titre 
d'ingredient au cours de la fabrication d'un aliment complet pour animaux domestiques ou 
d'elevage & raison de 0,05 & 10 % en poids par rapport au poids total de la ration 
alimentaire ou de Taliment complet. 
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